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I INI *!' R O D U C C I O N 
GENERALIDADES 
Las toxi-infecciones alimentarias son una de las orincioaies 
preocupaciones de salud publica en el mundo, ya que representan 
pérdidas económicas considerables, en Darte debido a ios costos de 
los tratamientos médicos y a la pérdida de la productividad (48). 
Se ha observado en los países no desarrollados, aue arriba del 
de los alimentos preparados son descompuestos por intestaciones de 
insectos ó por crecimiento microbiano (principalmente bacterias, 
aunque también honqos, parásitos v virus) antes de ser consumidos 
(28) . 
Entre las principales bacterias involucradas en la causalidad 
de las intoxicaciones alimentarias se encuentran: balmonelia cvohi 
y otras especies del qénero, especies de ò'hiciel la, ¿se hez ich ia 
coli , Vibri o cholerae, Carnoylobacter sp., Staphylococcus aureus. 
Clostndium pextrinctens, Bacillus cereus, y Clostrídium botulmurn 
(2, 48, 68). 
C. pertrmqens ha sido históricamente asociado como causa de 
qanqrena qaseosa. Su papel como causante de toxi-inreccion 
alimentaria tué determinado a principios de los anos setentas (.-ib). 
Además de esta enfermedad, se le ha involucrado como aaente causal 
de diarrea infecciosa asociada a la administración de antibióticos 
(8, 41) y se le ha asociado con el sindrome de muerte fulminante 
infantil {4b). 
En términos de incidencia de casos de intoxicación alimentaría 
reportados cada año, C. perfrinqens qeneraimente ocupa un seaundo 
luqar en Canadá v en ei Reino Uniüo y un tercer luaai en Estados 
Unidos como causante de la enterrnedad !J0, bs. by, b¿ ). este mismo 
problema se ha encontrado también en otros, países como Brasa i . 
Colombia, Japón y Norueqa, entre otros (/. II, óát. OuizA esta aran 
frecuencia se deba a que c. oextrmaens es la bacteria conocida mas 
ampliamente distribuida en ei medio ambiente, va aue es encontrada 
en suelo, agua, alimentos, en el intestino de casi todos los 
animales y en el aire (i/) y además, a que puede tener tiempos de 
qeneración tan cortos corno I.L min (71), lo que favorece un 
crecimiento rápido. 
C. pertrxnqens es una bactería de forma bacilar. yram 
positiva, formadora de esporas, encaosuLada v no móvil. Es capaz cíe 
producir más de 13 proteínas bi ol6qicamenté activas. Alquna^ son 
toxinas con actividad enzimatica, v una de ellas es una 
enterotoxina. Las cepas se han clasificado en l> tinos (A-E) de 
acuerdo a la producción de 4 toxinas extracejulares: a n a . beta, 
epsilon e iota (3b). Las cepas dei tipo A son las principales 
productoras de enterotoxina, sin embarqo, se na encontrado aue 
alqunas del tipo C también la producen {31). 
La enterotoxina es una proteina termolábil (17 ) , de una sola 
cadena (36), compuesta por 309 aminoácidos (2b), con un peso 
molecular de 34,262 daltones y un punto isoeléctrico de 4.J (I4). 
Esta toxina es producida intracelularmente cuando la bacteria 
esporula, pero es liberada i unto con la esoora madura al 11 nal del 
proceso de esooruiación (ib, jü, 47). 
ENFERMEDADES ALIMENTARIAS POR C iosti IDIUM D P C tr I naent». 
La toxi-inteccion alimentaria resulta al i nqenr alimento 
contaminado con: a) qran numero de células viables (entre 4 x iú" 
V b x 10 9 ) , las cuales, al lleaar al intestino esporuJan, 
produciendo la enterotoxina (o 7 ) , b) células en esoorulación, aue 
pueden producir la enterotoxina cuando están en el a 11 mentó. v la 
liberan en el tracto intestinal l J z, Ib), v c) enterotoxina 
preformada en el alimento, de la cual se necesitan ae b-10 uq uara 
producir la sintornatolooía (b4 \ . 
Los síntomas aparecen generalmente entre ü a 24 horas desoues 
de haber inqerido el alimento contaminado. e incluven cólico 
abdominal severo y una diarrea profusa, puede presentarse también 
nausea y vónn to, la fiebre v el dolor de cabes: a están usual me nte 
ausentes (b 7 ). 
La diarrea infecciosa también se presenta con dolor abdominal 
difuso, vómito v en muchos casos las heces son sanamnoientas i 41 ) . 
Un número importante de estas diarreas se presentan desuuf-L de aue 
los pacientes han recibido tratamientos con antibióticos (tí). t>e 
piensa que esta enfermedad es producida por una sobieuoblarion de 
C. perfrinqens en el intestino donde continuamente está ¿iberando 
la enterotoxina (41). 
También, se na asociado a esta bacteria con el binar orne de 
muerte súbita intantil va aue se encentro ia presencia de la 
enterotoxina en el suero de benes aue hablan tai lee ido por esa 
entermedad. üe cree aue la enterotoxina puede 'iuaar un papel 
directo ó indirecto en 1a causalidad del síndrome (4b). 
El sitio de tiiaciún de la enterotoxina en las enterrnedades 
diarreicas es la membrana de las células epiteliales del Dorae de 
cepillo en el intestino, en donde se une a un receptor especifico 
formando un cornDieio de ibu Kd (/J). Una vez iiaada la toxina, 
actúa solo en el epitelio intestinal, en donde causa alteraciones 
en ia oermeaoii¿uad membranal, provocando salida de aaua, de iones 
sodio y de pequeñas moléculas v se ve arectada también la absorcion 
de qlucosa (7, 2b, bb). HistoLóqicamente causa descamación del 
epitelio del íleon y el borde de cepillo pierde su conLiquración 
pleoada (4b ) . 
tóSPORULACiUN ¥ PKUDUCC1UN DE KNTEHU l'UXINA. 
Desde hace tiempo se ha reportado una iriacioii estrecha entre 
la producción de enteiotoxina v ia esporuiacion üe la bacteria (i¿, 
34). incluso se reporto aue la enterotoxina era un producto de uno 
de los qenes esoecllicos de la esporularión (!«). 
Sin embarqo, se ha descrito que peauenas cantidades de 
enterotoxina son proaucidas por células veaetativas no esDoruiaflas 
(¿2, ¿b) . Afortunadamente esr.as cantidades son tan pequeñas nue rio 
son de importancia como causa de intoxicaci unes ñiimencarias oor C. 
oertrinqen& (64). 
Se ha demostrado aue ia em eroloxi na comienza a producirse en 
estad ios tempranos del proceso de esooruiación, acumulándose 
intracelularmente, para después sei iiuerada zurito con la e^nma 
madura al med i o extraceluiar (.ib). Se habla reportado nue ja 
enterotoxma era paite estructural importante de las cauas de la 
espora (21). Sin emoaino, recientemente Kvu v Labbe encontraron uue 
las capas de la eruora Lontiñiu-.i suio cantidades jtiuv peuuena.s de 
enterotoxina ( J-Í ) , io uue sugiere uue esta oroteina no tiene un 
papel est.rutCui al nmiorldiite en .ias cubierLas espútales. 
Loftler y Labbé describieron 1« presencia de inclusiones 
intracitouiasmicas aue eran producidas uoi células esuoru^antes. v 
que estaban compuestas ae UIIH prot_eina con activiaau biuJóuica 
con caí acter i st i cas i ís icoqu 1 Tulc as e inmunuiuairas se me i ar¡ t" es h ih 
enterotoxina i4¿, 4J). 
Se tiene un conocimiento muy ooüre sobre la aenetica de la 
producción de enterotoxina. Solo se sai-p que los oenes responsables 
de su síntesis se encuentran tu el cromosoma < ) , y aue 
aproximadamente el b'% de las muestras cecales (no aislada« ue 
ninqún procedo patoloqico i contienen ex o«¿n de la enterotoxina 
( J'i ) . 
ó 
LA BILIS EN EL INTESTINO. 
Se ha estimado que la llora microDiana intest. ina l de una 
persona, contiene mas de 4UÜ especies diferentes, en donde l.-c=> 
bacterias aiiaer oDias son las predominante*»: entre estas se 
encuentran ios aeneruo de tiactez ^iaes. Hit iaobacter iwn. 
Fusobacter íum, Eubactez íum. Lloatr J dium v feptoestrentoconcus i/-:> » . 
L.a mayo ría de las bacterias ciue se inaieren i unto con ej 
alimento, durante su paso por el tracto qa^trointesti naJ , son 
destruidas por los ácidos qástncos ( l s ) . t,l intestino dciuaüo 
constituye una zona de transición entre el estómaqo, escasamenve 
poblado y la abundante tlora del colon. Baio condiciones normales 
la microtlora del duodeno es similar a la del est. Orna a o i^J) . 
encontrándose concentraciones de aproximadamente 1 UJ a 1IJ4 IJKC/RU 
siendo las especien predominantes: ¿>treptococcus, Síapiivl ocor^ us v 
Lactobacilíus (b, bl). 
El duodeno ademas de ser un luqar de transición entre el 
estómaqo v vevuno, es el luqar donde se realizan ímnortmites 
descarqas de sustancias, lab cuales facilitan la diaestion de lo.-
componentes nutritivos de los alimentos, Entre ellas se encuentran 
como principales la secreción biliar v la D3tir.reac.ica. Estas 
secreciones pueden además luqar un papel importante en el 
tipo de íiora predominante en ese iuaar (¿y). 
Las células hepáticas constantemente están tormando una 
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secreción ilamada iuao biliar o bilis, aue es almacenada en la 
vesícula biliar (31). LOS comoonences mas abundantes de la bilis 
son los ácidos biliares, los cuales representan aproximadamente la 
mitad de los solutos biliares, el resto está compuesto ñor 
bilirrubina, colesterol, ácidos arasos, lecitinas v electrolitos 
del plasma (52). Balo las condiciones f is i o 1 oci icas cíe o 11 . os 
ácidos biliares son ionizados v se combinan con iones sod 3 o, 
formando sales, lo aue aumenta en torma considerable su soiubiiinau 
( 29 ) . 
Las sales biliares derivan aei colesterol. formándose dos en 
el humano: colato v quenodesoxicoiato de socio, las cuales son 
11amadas sales primarias. En la vesícula biliar éstas se combinan 
con residuos de qlicina v taurina tormando taurocoiato v 
qlicoquenodesoxicolato de sodio Ya en el intestino ( i ipon v 
colon), y por la acción de a launa.= bacterias anaeronjas como 
Fusobacter i um sp. v Bac teroicies SD. las sales Dinaces primarias 
son transformadas a desoxicolato v utocolato de sodio aue son 
llamadas sales biliares secundarias. La subsecuente modificar ídn 
estas ultimas, resulta en la producción de sales biliaies 
terciarias las cuales son insoiubles en aqua v se eliminan casi 
totalmente en las heces luía i (bU)J. 
Después de una comida, cuando el alimentó lieoa al duodeno 
la qrasa presente en el esti muía la liberación de la ñormona 
colecistocínina de la mucosa intestinal, la cual es absorbida por 
la sanqre v al lleqar a la vesícula biliar causa una contracción 
muscular especifica. Este mismo efecto es oroducido oor una 
estimulación vacia i asociada con retieios oastrointest males. Al 
contraerse la vesícula, se Drovocan estímulos neuro ó miooenicos 
sobre el estinter de Oddi provocando su reiaiacion v por ende, la 
liberación del contenido biliar en ei intestino, mezcjánuose con el 
alimento (¿i)» 
La función de las sales biliares son dos pr i nc-1 Da J mente . l ) 
emulsiticacion de qrasas, debido a su naturaleza antipática las 
sales biliares poseen acción deteraente. va aue son cauace-. de 
disminuir la tensión suoerticial de las partículas de arasa, 
rompiéndolas, formando nticcias. v l > Contribución en xa aüsorcion 
de ácidos qrasos, coiesttrol v otros IÍDIQOS EN el tracto 
qastrointe&t inaJ . de.nido a la tormacion de iraoias, oue son mu v 
solubles (Jl) . 
Ciertas enfermedades pueden modificar tanto la secreción, coiro 
la composición ó la orooorcion de los componentes biliares i i í , 
b2). Entre esas se incluye a la cirrosis.», la hepatitis aquda. la 
colestasis, la coieiitiasis, etc. (b, jí) . 
La c o U'ii Ijssis quí* es la ut esencia de cálculos biliares 
qeneralmente compuestos de colesterol, es ia enfermedad más 
frecuente de las vías binares ( / o ) . En un estudio eoid^mi oioqico 
realizado en Estados Unido» se encontró oue el / d e ids mineras 
mayores de 30 años padecían este 
encontró que el embarazo era un 
enfermedad (31). 
problema (52 ) . Asi mismo, se 
factor predisponente de esta 
El tratamiento contra la colelitiasis es la ciruqia para la 
mayor parte de los pacientes, sin embarao, en los últimos anos se 
ha uti 1 izado como tratamiento alternai ivo, la administración oral 
de altas cantidades (10 a 15 mq/kq de oeso/dia) de 
qlicoquenodesoxicoiato de sodio, la cual es una sal biliar y ha 
mostrado buenos resultados (14). 
Se ha observado que en las infecciones bacterianas de vías 
bi1 iares C. perfrinqens es una de las pr ine iDales bacter ias 
anaerobias involucradas (10, 63). Incluso, se ha podido observar 
que esta bacteria es caoáz de producir la desconjuqación de varias 
sales bili ares debido a su potenc ial enzimàtico (4, 24, 44, 49, 
b 6 ) . 
Alqunos autores han estudiado el efecto de la secreción biliar 
sobre el crecimiento de c. oerfrmqens. Tal es el caso de Flotch y 
colaboradores (20), quienes encontraron que las sales biliares eran 
capaces de inhibir el crecimiento de bacterias de la flora normal, 
ente ellas C. per£rinqens, cuando eran adicionadas al medio de 
cultivo. 
Ushijima y colaboradores (69) reportaron que alaunas sales 
biliares podían estimular la esporulación de c. Derfrinciens, sin 
embargo, en un trabajo similar desarrollado por Hickey y Johnson 
(32) no se detectó ninqún etecto sobre la bacteria. Debido a estas 
discrepancias no se cuenta con una idea confiable de la influencia 
de las sales biliares sobre la esporulación de la bacteria. Por lo 
que uno de los objetivos del presente trabajo fué el de demostrar 
si había algún efecto decisivo. 
En relación con el efecto de las sales biliares sobre la 
producción de enterotoxina, no se ha encontrado ninqún trabaio aue 
haya estudiado este aspecto, Dor lo que en la presente 
investiqación se estudió el etecto de las principales sales 
biliares y de la bilis humana sobre el crecimiento, la esDorulación 
y la producción de enterotoxina de c. oertririqens. 
Para este trabajo se estableció la siquiente hipótesis: las 
cuatro principales sales biliares humanas fcolato, taurocolato, 
quenodesoxicolato y qlicoauenodesoxicolato de sodio) así como la 
bilis humana, son capaces de provocar una estimulación del 
crecimiento, la esporulación v de la producción de enterotoxina de 
C. perlntiqens. 
Para esclarecer la veracidad de la hipótesis se propuso el 
siquiente objetivo qeneral: Determinar el efecto de las cuatro 
sales biliares principales, una mezcla de ellas y del juqo biliar 
humano sobre a) el crecimiento 
b) ia esporulación 
c) la producción de enterotoxina de C. 
perfrincrens. 
M A T E R I A L * H H J T O D O Ü 
CEPAS UTILIZADAS. 
En este estudio se utilizaron tres ce Das enterotoxiqenicas 
(entT) v una cepa no enterotOAiuemca (ent~). Las cepas productoras 
ae enterotoxma tueron: NCl'C isetutiDO de hobbs ó - H-¿), wci'ü 
tíb/y lserotIDO ae HoDbs b = H-b) v NCTC 1U24U (serotioo de HodDs 1J 
- H-1Jí; la ceoa no enterotoxioenica tue la ATCc Jb/4 . lodas ellas 
tueron proporcionadas por el Dr. Konaid Labbé de la universidad ae 
Massachusetts , E. U. A. 
Cuando las bacterias tueron recibidas, se inocularon en tubos 
aue contenían caldo con tioqiicoiato y se incubaron a J7VC por L¿-
14 ñoras, después de lo cual se inoculo una alícuota dei cultivo en 
medio de car ne cocida sequn Kobertson ( / ¿ ) y se incubó de nuevo por 
4tí horas a J / "-1 U. Estos cultivos se almacenanon a ¿ UUC v se les 
hicieron resiembras caüa b meses. 
PRODUCCION ¥ PURIFICACION DE LA KN'i'EKÜTOXINA 
Esto se llevó a cabo de acuerdo a la metodolooia descrita por 
üranum y Withaker ( ¿ / ) , con aiqunas moditicaciones, tal como se 
describe a continuación: 
CUL'li VU . 
par a este lln se utilizo la cepa WC'iv_ ü¿¿y . Esta se activo 
inoculando una alícuota del cultivo de reserva en un tubo de lo x 
ibü ram con lü mi de caldo con tíoqiicolato, preparado 
recientemente. Inmediatámente después se sometió a un choaue 
térmico (75°C oor Ib min), posteriormente se entrió con aqua a 
temperatura ambiente y se íncuoo a c por 14 a ib horas. Con 
estos cultivos se inoculó (U.b^>) medio de esporuiacidn de Duncan y 
Stronq (Ib) contenidos en matraces de 1 litro. Estos cultivos 
fueron incubados oor 7 a 8 horas, tiempo en el cual se detectaron 
células con esporas reírinqentes, mediante la observación de los 
cultivos en un microscopio de contraste de fases. 
EXTRACTO CELULA«. 
Las células cultivadas fueron centrituqadas a JU.OUU x q oor 
15 min a b^C. El paauete celular fué recuperado v se lavó con 
amortiquador de fosfatos U.2 M oH b.8 (mas inhibidores de 
proteasas : El) TA 0.1 M v floruro de fcenil-metil-suitonilo ÍPMS1? i U.i 
mM) (bu) . La suspensión bacteriana lavada se colocó en un matraz 
estéril dentro de un baño de aqua con hielo v se sometió a 
ultrasonido para romper las células. El instrumento (Biosonik 
modelo BIO-IL) fué operado a intervalos de 1 minuto con i minuto de 
descanso. El procedimiento continuó hasta aue obtuvimos 
aproximadamente un de esporas libres mediante la observación de 
preparciones de los cultivos en un microscopio de contraste de 
fases. La muestra fué centrifuuada a i^,üüU x q por ¿0 min a b°c. 
El sobrenadante se recuperó v tué nuevamente sometido a 
centrifuqacion en las mismas condiciones antes señaladas. El 
sobrenadante obtenido (extracto celular) se utilizó para 
puriticar la enterotoxina. 
PURIFICACION DE LA tíNTEKÜTUXINA 
El extracto celular obtenido en el Daso anterior tué sometido 
a una precipitación con un volumen iqual de sulfato de amonio 
estéril al 8ü% de saturación. El Drocedimiento se llevó a cabo con 
aqitación constante, aqreqando el sulfato de amonio muv lentamente 
Y en un baño de aqua con hielo. Después de concluir este proceso, 
se continuó aqitanto por 30 minutos más. Posteriormente, la muestra 
se centrifuqó a 12,U0u x q oor 10 min a 4°c. El precipitado fué 
recuperado y resuspendido en amortiquador de fosfatos, y se sometió 
a una nueva precloitación con un volumen iqual de sulfato de amonio 
al 30% de saturación, reoitiéndose el proceso antes especificado. 
El precipitado obtenido se disolvió en amortiquador de ios tatos v 
se dializó contra la misma soiucion por 12-14 horas a 4°C. 
Después que la muestra tue dial izada, se adiciono U . 21> ar de 
sacarosa y se homoqenizo. Es ta solución tué sometida a 
cromatoqratía de exclusión molecular, usando una columna de 2.4 x 
40 cm previamente empaquetada con sephadex ü-luu y eauilibrada con 
amortiquador de fostatos. El proceso se desarrolló a 4WC. 
Se obtuvieron fracciones de 5 mi y se les determinó su 
absorbencia a 2tíU nm. Aquellas aue mostraron absorbancias a esa 
lonqitud de onda, se les determinó la actividad bioióqica e 
identidad inmunolOqica con xa enterotoxi na, mediante la técnica de 
ínmunodifusion doble de Ouchteriony (/U), utilizando suero 
antienterotoxina estándar proporcionado por el Dr. Per Einar Granum 
aei instituto Norueuo par a id investigad, ion üe ios Ai i cuen <-os. 
Para determinar ia pureza de la enterotoxina obteniaa se 
realizó una electrotoresis en aei de poliacnlamida baio 
condiciones no disociantes. 
ELECTKUEUKESl S EN >^EL DE PUL 1AL-KÍLAMI DA bAJÜ CUINÜ1C1 UNES NU 
DISOCIANTES . 
Para realizar esta técnica se moa ir ico la metodología descrita 
por Andrews < i ) de la manera siguiente: xa muestra de proteina 
(aproximadamente 1 mq/mi) rué mezclada 1:1 con una solucion que 
contenía 0.U1* de azul de bromotenoi, qiicerol al ¿u* (P/v> y Tris 
al i.b% con un pH de b.a. 
Esta solucion se centrituqo a b, UÜU x g oara einainar 
cualquier material insoluole v una alícuota {¿u ou m ¡ se sometio 
a electrotoresis en un qei separador de poliacrilamida ai i * de j 
mm de qrueso, con un qei concentrador ai se aplicaron 1UU 
Volts para la concentración de las proteínas v i bu Volts para su 
separación, roa o el procedimiento tue llevado a caoo a ^-c. Se 
utilizó también una muestra ue enterotoxina estandar facilitada por 
el Dr. Gerald steiiaa de la Adiru n i s ti c i on ue Dioqas v Al unen tos de 
E.U.A. 
Después de la elec t.r orur es i s el Qt i se coloco en una solucion 
colorante (azul commassíe K - / bu al U.16 lo/vi, metaño 1 ai bu% v 
ácido acético ai lü%) durante i hora con aaitación constante. 
Posteriormente se el iminó el exceso de colorante manteniéndolo en 
una solución al 10% de acido acético en agitación v con recambios 
constantes. 
PRODUCCION DK SUKKO ANTIUNTKUUTÜXINA. 
El suero antienterotoxina m é producido en coneios siauienao 
la metodología descrita por tíartholomew v Strinqer (3): 
Dosis Volumen Adyuvante Vía Día 
Enterotox Dosis CoiuDleto* Administ inoculación 
(Ua) (mi) 
3 U . 2b + 1.m. ** ul 
12 U . 2b + i . m. UÖ 
3U U . ¿b + i .la. Ib 
JU U . bU •i i. íii. 22 
30 u. bu i . m. ¿y 
30 0. bU + i . m. 3b 
1UÜ 1 .00 - 1 . v . * * * 4b 
* £1 volumen del adyuvante tué igual al volumen de la dosis 
** intramuscular 
*** intravenosa 
fcl sangrado se realizó el día sa 
La actividad ant i eriter otox i na del suero, se demostró mediante 
una inmunoditusión doble, usando la entecotoxina obtenida en 
nuestro laboratorio como antiaeno y suero de reieiencia como 
testíqo. 
UJbi'KCClUN l>ü LA ENTfc.KO'iUAlMA 
CON 1'btAlNMUNUELEL.i'Kuií UKhSlü . 
Esta técnica se desarrollo de acuerdo a la metodoioaia 
descrita por Waik v Uuncan i 4 i ) con aiquna¿ modificaciones. las 
cuales se describen a continuación: 
be utilizo una sol uc ion de aqaio&a tiuo ili ¡alta 
eiectroendosmosis) ai u.o% ai&ueiio en amortiguador ae barbicai 
U.UÒ M DH tí.O. L)E esta sol uc ion se aíiauieron JÜ rui a una oleica a O 
vidrio de 14 x A4 citi previamente cubierta con una u n a caoa de auar 
al 14 disuelto en el mismo amortíauador. 
Despues de que la aqarosa solidifico, se lucieron b hileras ue 
bozos dobles con un diámetro ue 4 mm, distanciados b mm entre caaa 
pozo v -L • J cm entre cada hilera. 
Los estándares de enterotoxma que contenían ¿b. i/.b, t>.¿. 
•i. i. i. b, ü.ü. U.4 v u.¿ uu/ini. asi tomo las muestras a examinar 
fueron coiocaaoo l iu ui i t¡¡ lo.= oo_us Je las mieias mas ceicanas 
al. cátodo. El suero antienLerotoxmc» se diiuvo i : ¿ v se aplico en 
los pozos de las mieras mas or uxiinas ai ánodo, en la mi sma 
cantidad que el an l i qtrno . 
Inmedlatamente desoues se realizo una eiectroioiesis 
horizontal, utilizando ei amortiauaoor ae bar ta tal en ios 
reservo*ios, v aplicando u ü volts por un tiempo ae jü min. 
Terminado el tiemoo, ias placas se colocaron en una cámara 
húmeda v se mantuvieron a temperatura ampíente Dor 12-14 ñoras. 
Posteriormente la placa se tino oor 2 minutos con acido tánico ai 
2% recién preparado v se determinó la presencia de bandas de 
precipitación. La última concentración del estándar aue mostró 
banda se comparó con la ultima dilución de ia muestra en la aue se 
observó banda. 
DETERMINACION DK PROTEINAS 
METODO Dfci BKADt'OKü. 
Se siauió el procedimiento descrito oor este autor (9), el 
cual consistió en: añadir b mi del reactivo de tíradiord <10U ma de 
azul brillante Comassie G-25U, su mi de metanoi al v 1UU mi de 
ácido tostónco al tfb% ío/v) diluido a 1 litro de aaua bidestilada) 
a 100 ul de la solucion or ubiema o a estándares, se mezcló 
inmediatamente con ayuda de un aaitador eléctrico v se deió reposar 
por Ib min. Se determinó la absorbancia a bü b nm. En este caso se 
utilizó albúmina sérica bovina como estándar. El contenido de 
proteínas en las muestras se determino mediante una curva estándar 
(Ver Fio. i) 
SALES BILIARES X JUGO BILIAR USADOS 
SALES BILIARES. 
Se utilizaron las» cuaLro onncioaies 5>aii¿s biliares contenidas 
en ia D Ü I S V descaraauas E N ei duodeno numanu: coiatc. 
taur ocoidlo, aueiioaesüx.icolai.o v oiicoauenoaesuxicolato ue bOdiu. 
be cada sai se utilizaron eres. üuerenCei concen Li at i uiiea aue 
pueden encontrarse en el íiiteb t m o nuruano. E 1 culato. tauiocoiato 
v quenodesoxicoiato. se usaron a ¿ . U , ü.b v u . l ¿ o mu/nix 
(concentración uridii, en tanto aue para el qj.icoauenoüesoxicoldLo 
de sodio las concentr ac i üne& usada* ruerun j.U, ¿. u y u.i¿u ma/m-, 
Se prepararon buiuciune^ concentiaaas en amortioucjdor 'IKÜJ U . UB W 
oH b.b v tuero n esterilizadas por filtración, utilizando una 
meiriDrana con un puro ÜS um. Las soluciones esitine^ rueron 
uua.cdadas en r <= ir icierac i u¡. a -1. Iias^a »U UÍÜ. aiuuien se utilizo 
una mezcia ue xas bdieb PixieíLt-'» LUÍOLU, cauruuolato. 
auenodesoxicolato v qlicouuenudcsoxicoiato ae sodio a una 
concentración de ü.b:u.b:u.b:2.0 mq/rtu r es pect i varnent e . 
biLltí HUMANA TuiAL. 
En este estudio se U U Ü ' . U también bili^ numana ñor nal 
exciaiaa por ou.jl.ioii uirecua ae xa vtsicuia biliar, durante ia 
dULOUbití de ÜCi buIldS IdliCtlUds (211 U11 iau=.ü 110 Ifltt VuL d 1 ¿ Huido, 
baj mueouras :»<= v, Jieti.di.uii coa avuud jc aria leí mod tsLeí u v , -
coiocniüii en reciDxentes catti Ucs. ui<_n=ib muestras provenían ot 
personas en su mayoiia murieron en forma accidental vioienca. v en 
nmqun caso xot. laileciuiientuii tutiun originados üor ur ob lernas 
binares o neoaticoo. El iiis.tui.iai clínico ae eotub cae j. <_n te¿í no 
tue determinado. L.aü muestras se diiiiacciiaiun a ¿U'-'U. 
Para determinar si xas mueleras binare^ oreseiitduaii alauia 
contaminación, una alícuota de cada muestra rué seminada en caías 
pe tr i con aqar sanare < TÍTÍIJ) . aoat nutritivo ( MEKCK J V en tubos 
conteniendo caído intusión cerebro corazón ibüi, tíbL > . ios cuales 
tueron incubados en condiciones aerobicas, v en placas con aaar 
nutritivo, aqar sanqre v tubos con caldo tioqiicolato (Ditco), baio 
cond iciones anaeróbicas, usando tiara este 11n, una mezcla de co?, 
Na, H2 <9U:5:b respectivamente I bl j ) . Las placas v los tubos 
tueron incubados por 4a ñoras a J/Jc. Las muestras que no mostraron 
crecimiento en ninauno de ios medios usados, tueron mezcladas y se 
colocaron en recipientes estériles, conoeiándose a -2U°C hasta su 
uso. 
DETECCION DE SALES BILIARES 
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA 
Para determinar si la mezcla de iuqo biliar contenía las 
principales sales biliares, se analizo una muestra de ésta mediante 
cromatoqratla en capa tina. 
Esta se realizó sequn la metodoloqia descrita oor Floten v 
colaboradores ( ¿u ) , con alaunas modíticaciones. Ex procedimiento 
tué el siguiente: se utilizaron placas de vidrio de ifo x ib cm. las 
cuales se cubrieron con una placa de 3 mm de Silica qel v>u 
(Pharmacia). Las placas se prepararon v se pudieron almacenar, sin 
embarqo, antes de usarse se activaron calentándose a ¿4b"C 
por ¿U m m . Las inuestas estándar oue se utilizaron icoiaco, 
taurocoiato, auenodesoxicoloato v al icoauenoaesoxicoiato de soaio), 
tueron obteníaas comerc ialmente < tí iama Chemical Co. ) , v se usaron 
a una concentración de 1 ma/mi. También se utilizo la 
oiiís humana completa v la mezcla de sales Piliares. Las muestras 
<10 lll) se anadieron con ayuda de un aol icador. 
Posteriormente la placa se colocó en una cuba croinatoarat ica, 
la cual contenía como tase móvil ácido acético, eter etílico, araii 
acetato, ísopropanol y oenzeno en prooorcion 1:4:lu:iu : ¿ : ¿ 
resoectivamente. El sistema se c o m o por tres horas, al cabo del 
cual la Dlaca se colocó en una campana de ventilación v se le 
apiicó revelador universal (Síama chemicai co. ) de i andose reposar 
oor un tiempo de 3U min. Posteriormente la placa se calentó a 24buc 
por 30 min, para observar la aparición de manchas. 
ANALISIS DEL CRECIMIENTO, ESPORULACION X PRODUCCION L)K 
ENTEROTROXINA. 
CULTIVO. 
Las cepas tueron activadas colocando una alícuota del cultivo 
de reserva en un tubo aue contenía iu mi de caldo con 11oal icolato. 
Inmediatamente aesoués se Le realizo un choaue térmico ( /buc/ib 
min) para activar las espotas v se incubo a J/'-'c por 14-ife horas. 
Este cultivo sirvió para inocular (al 10% > tubos de 16 x 1 bU 
mm que contenían 1U mi de medio definido (D) de tíacks y Thomoson 
(btf, Tabla 1) recién preparado con de sacarosa y l mM de 
quanosina ( bb ) . Los tubos tueron íncubauos oor J horas a ói"c. De 
este cuitivo se inocularon (ai ¿%) tuoos de x 1UU mm v matraces 
tirlenmeyer de bü mi aue contenían 6 v ¿b mi tesoectivamente de 
medio D con las sales Diñares o el iuqo biliar. La cantidad de la 
dextrina en el medio D tué el triDie aue ia tormuiación oriainal 
(jb). Los cultivos tueron incubados en un oano de aqua a J7wc. 
Tabla 1. Composición dei medio D. 
Componente cone. tinal Componente conc. £ m a 1 
i ma/i) l mq / i) 
L-Aianina buu MUPtí iu, uuu 
L-Arqinina bUUU K HFU 4 2 , uuu 
L-AsDaraaina bUÜ NaHCUn buu 
L-Cist ina bu üextri na ¿ . uuu 
(iiicina bUÜ Glucosa 1 . bUO 
L-Ac. Ciiutamico buuü kibotiavina U . b 
L-Uiutamina 2bU fantotenato de ca 1 . U 
L-Histidina 2bU y iridoxamina U . b 
L-hidroxiprolina 12b Ac . Nicot 1 m e o 1. U 
L-isoleucina 2bU Ac Kolico 1. U 
L-Leucina ó ib Tiamina u. b 
L-Lisina bOU tíiotina u. ÜUb 
L-Metionina 2bU EÜTA sai térrica y j. a 
L-Prolina 25U EL)TA sal tetrasod ica 41 . b 
L-Fenilaianina buu Cloruro de manaaneso iy. 7 y 
L-Ser ina J7b Cloruro de calcio i¿¿ 
L-Treomna 12b Suitato de zinc; li. b 
L-Tríptotano 25U Sul tato de cobre o. U 2 b 
L-Tirosina 12 b Tioqiicoiato sodico 1UÜ 
L-Vanna la /. 5 Accorpato de sodio 2bU 
Uracilo 12. b 
Aden ina 14 . 2b 
Los cultivos en ios tubos tueron utilizados para realizar las 
curvas de crecimiento v ia determinación de escoras. en tanto aue 
los cultivos de ios matraces se utilizaron Dar.a la determinación de 
enterotoxina. 
CURVA DE CKEClMiüNTO. 
Estas se real izaron mea i ante i. a determinación de la densidad 
óptica de los cultivos a bUU nm cada ñora. Para este tin, se utilizó 
un espectrofotómetro PerKin Eimer modelo Jb. 
DETERMINACION DE ESPORAS, 
a) ESPORAS TEKMOKKESI STEN'í'tóS . 
Los cultivos tueron incubados a j/uc por lü horas. 
Posteriormente, se les realizo un choaue térmico (de la manera 
descrita anteríormente) , a tin de matar las células veaetativas. 
Después de ésto. los cultívos tueron rápidamente entrlados 
colocándolos en un Paño de aaua con hielo. 
Para determinar las esporas presentes se utilizó el método de 
conteo en placa (ib), el cual consistid en hacer diluciones 
decimales de ios cult i vos en aaua pe otoñad a ai 1"%. fos tenor mente 
tueron inoculadas en placas de Petri a las aue lueqo se les 
adicionó medio nutritivo con aaar (l. b1* Trioticasa peptona i tíBL I , 
1.0* extracto de levadura IDitcol v l.b* de aaar aoar IMerKI). 
Después que las placas de aelosa se solidificaron, tueron 
colocadas en anaerobiosís (utilizando la mezcla de qases antes 
descrita) v se incubaron a ¿/"C por ¿4 horas, tlempo despufes del 
cual se determinó el numero de colonias presentes en las placas. 
b) CALCULO L>E PKOt/URCiON DE hiSPOKULACi UN . 
Ksto se realizó mediante preparaciones húmedas üe ios 
cultivos, tomando una alícuota ae eiios v colocándola entre porta 
y cubreobjetos. El conteo de células veaetativas v en esoorulacion 
se realizó mediante un microscopio de contraste de tases. Se 
contaron al menos ¿00 células por preparación v se realizaron ai 
menos dos preparaciones por muestra. 
DETERMINACION _L)E ENTEKOTOXi NA 
Los cultivos incubados por 7-b ñoras fueron enfriados v 
centrituqados a iú.OUO x q por Ib nun, a bvC. üei paauete celular 
obtenido se obtuvo el extracto ceiuiar de la manera descrita 
anteriormente y a este se le determinó su contenido de enterotoxina 
y de oroteina total por ios métodos va descritos. 
H b i S U L T A U U S , 
PRODUCCION Y PURIFICACION DK KNTtíHUTOXlMA. 
Siquiendo el procedimiento descrito, se obtuvo un cromacoatama 
con dos qruoos de tracciones con absorbancias a 2bU nm (FiqCL). K1 
primero mostrò una absorbancia maxima a 2bU v no demostró identidad 
inmunolóqica con la enterotoxina. El seounao qruoo de tracciones 
mostró bandas de identidad inmunoióqiea total en la técnica de 
ínmunodifusión doble de Ouchterionv. 
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Fiq Cromatoqrama obtenido durante el proceso de ourincacion de 
la enterotoxina de C. Dettiinoens. 
Al realizara® la electroioreais en ael de poliacrilamlda del 
segundo qrupo de tracciones, se observo una soia banda, la cual 
coincidía con ia enterotoxina estándar (dato no mostrado). Esto nos 
indicó que la enterotoxina que se Droduio y se purificó se 
encontraba en un buen estado de pureza. 
DETERMINACION DE PROTEINAS. 
En la determinación se utilizaron estándares de albúmina 
sérica bovina, obteniéndose una curva estándar (Fia. 3), la cual 
sirvió Dara determinar el contenido proteico de ios extractos 
celulares. 
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3 (' 111 \, i (---I,»ml.it |).»t .» l'i d< 1''Mil |!1,I- ion de |>rot<-ir i 
DiVltíCClUN Lito. t>ALÜ,b tílijxAKh,^ fin L.a tílL.j.¿¿. 
oe COJ L-ClaíUil ¿y IllUCbCídS Ut IUUO ulildL. (.; 3 C U d i t S 1J £><_ 
D L U Ü J UUE s e e i i ' . j » i u i . d L > i a i i e a i e i . n t . . t* IR.s 3 ILÍOII ¿ .L . 1 t i u e n u n a 
muestra única y íu^qo som«tiua a <_ r omatuyí a L I a en v-aua Lina. La^ 
inueacras contaminadas lueron desechadas. 
h.1 cromatoarama del nuuo Pillar (i-iu h ) iuos*ro b manchas Dien 
definidas, «¿ de ias cuales correspondían a nuestros estancares de 
sales Diüares y ia otra pudiera corresponder a p minen tos u o ti us 
componentes oij.¿aies. 
ijos Kt de ios diterentes estanuares de las sales ciliares 
tueron los siguientes: 
coiato: u.jy auenouesoxicoxato: u.io 
taurocoiato: u . u T> Qiicoauenouesoxicoiato: U./J 
asios uatos iiiQiCctron uue se uuuo tener una uuena sepcar ac i un entre 
cada sal usada. fc,i ejtauaac Lauiutuiaio Diuauiu au¡- uduaas . una as 
ellas, t>te enu-ontio en la misma posicion uut ia mostrada por e.i 
coiato ue buuio. hsuo ouoo «xon^aise aeoiuu a üuc la ^ai (_unitrciai 
taurocoiato de sodio contenía un oaio porcentaje ue coiato ue v»ocio 
Los Kt ue la mezcla ae mués ti as de IUUO Pillar lueron: ü.U>. 
u.ia. ü.Jb v ü./J. ai comparar ios resultados ue ios estándares i_on 
la niCiCici Ue JU<JO biliar, OUUIMOÍ- UPSEI/ai UUL SON similares. 
i - O l i l o a l l u c i I O ! s e ü ü u ú u s u i u l ¡- r t L l a O I ' o c l u . i d U e l a s 
principales sales biliares en la mezcla de }uqo biliar humano. 
Fiq. 4« fértil de elución obtenido después de realizar 
cromatoqratla en caoa tina de las sales v bilis humana. En el 
carril i ai 4 se encuentran los estándares de sales biliares: 
quenodesoxicolato, taurocoiato, coiato v qiicoauenodesoxicoiato de 
sodio respectivamente. En los carriles b y /, las mezcJas de ios 
estándares anteriores y en los carriles b y ti la mezcla de las 
muestras bilis. 
BP£CTO DE LAS SALES Y JUGO BILIAR EN EL CRECIMIENTO DE C. 
perízinqens. 
£1 efecto de las sales biliares Humanas sobre el crecimiento 
de las cepas enterotoxiqenicas (enf) y no enterotoxiqenicas 
(ent" ) de C. pertrmaens esta resumido en la tabla 2. 
Las figuras b a la 2U muestran las curvas de crecimiento oara 
las cuatro cepas de C. pertrinaens ensayadas con las sales 
biliares, en donde se observo aue estas sales a altas 
concentraciones produjeron un erecto inhibitorio sobre el 
crecimiento de las cepas. Este erecto tué disminuyendo cuando se 
utilizaron concentraciones mas baias, incluso se obtuvieron ba-jos 
niveles de estimulación a barias concentraciones en la cepa no 
enterotoxiaenica (ent~ 
El quenodesoxicolato de sodio, cuando fué añadido a ios 
cultivos en concentraciones altas, resulto ser el más tuerte 
inhibidor del crecimiento en todas las cepas. 
Cuando se utilizó xa mezcla de sales biliares no se Dudo 
aetectar crecimiento en las cepas ent*• sin embarqo, la cepa ent~si 
pudo crecer aunque a baios rendimientos (i?iq. ¿1 
Cuando el iuqo biliar se adicionó a los cultivos en dilución 
1:2Ü a 1:320» no se detectó crecimiento. Para eliminar la 
posibilidad de que alqún componente proteico deijuqo biliar con 
actividad inhibitoria del crecimiento estuviera presente en la 
muestra, la bilis fué calentada a 75UC por 15 min, y posteriormente 
incorporada ai cultivo. Sin embarao, tampoco pudo detectarse 
crecimiento. 
PORCIENTO DB REDUCC1ÜN^ 
CEPA SAL BILIAR CONCENTRACION DE LA SAL tmo/ml) 
0.125 0.5 2.0 5.0 
NCTC 8233 Colato 11 10 lb ND 
Taurocolato 14 18 81 ND 
GÌìcoauenodesoxi-
colato 4 NO 60 66 
Quenodesoxicolato a b3 IÚ0 ND 
NCTC 8b79 Colato b8 88 80 ND 
Taurocolato 53 bl 88 NÜ 
Giicoquenodesoxi-
colato 53 ND 23 30 
Quenodesoxicolato 50 99 99 ND 
NCTC 10240 Colato 20 32 43 ND 
Taurocolato 2 7 25 88 ND 
Glicoquenodesoxi-
colato iy ND 23 30 
Quenodesoxicolato 33 96 9b ND 
ATCC 3b24 Colato O1 0 20 ND 
Taurocolato Ü 5 98 NÜ 
Ulicoquenodesoxi-
coiato ¿ ND bl 67 
Quenodesoxicolato 0 95 1UU ND 
lAsoo en la presencia de sales billares/ A« o o en la ausencia de 
las sales. La lectura de la absorbencias corresponde a las 6 
horas de cultivo. 
0Z, no inhibición o estimulación liqera. 
ND, no determinado. 
Tabla 2* Porciento de reducción de la absorbancia de los cultivos 
de C. perfrinqens cuando se añadieron sales biliares al medio de 
cultivo. 
t 
O 2 .0 m g / m l 
• 0 .5 m g / m l 
V 0 . 1 2 6 m g / m l 
• CONTROL 
4 6 8 
TIEMPO (hr) 
10 12 
Curva de crecimiento de C. pertrinqens cepa NCTC 8239" 
'cultivada en medio Deilnido con colato de sodio 
* 
TIEMPO (hr) 
^Sj'6' Curva de crecimiento de c. perfríngens cepa NCTC tf 2 39 
cultivada en medio Detlnido con taurocolato de sodio. 
TIEMPO (hr) 
P^.í. Curva de crecimiento de c. perfrinqens cepa NCTC 82jy 
cultivada en medio Deiinido con qlicoquenodesoxicoldt.o de 
sod i o . 
4 - 6 8 
TIEMPO (hr) 
curva de crecimiento de C. per ir iriqens cepa NCTC 
cultivada en medio Definido con quenodesoxicolato de sodio. 
TIEMPO (hr) 
F,s- 9-* Curva de crecimiento de C. per£rinqens cepa NCTC «b 79 
cultivada en medid definido con colato de sodio. 
5 
1.2 
1.0 
0 .8 
£ c 
O o ID < 
a 0.6 
z < 
m tY. O 
m 0 . 4 
0.2 
0.0 
o 
2.0 m g / m l 
0 .5 m g / m l 
V 0 . 1 2 5 m g / m l 
• CONTROL 
4 6 8 
TIEMPO (hr) 
12 
.10.Cnrv.=t rie crecimiento de c. perrrinqens cepa NCTC va 
cultivada en medio, definido con taurocolato de sodio. 
R 
T 
-T 
3 .0 m g / m l 
# 0 . 5 m g / m l 
V 0 . 1 2 5 m g / m l 
T CONTROL 
4 6 8 
TIEMPO (hr) 
10 12 
c: • 1 l.Cur va ie crecimiento de C. r-^r tr ínoens cepa NCTC VbTi 
cultivada en medio detlnido con quenudesoxico lato de podio. 
4 6 8 
TIEMPO fhr) 
12.cur va de crecimiento de c. perfrinqens cepa NCTC 867y 
cultivada en medio Definido con qlicoquenodesoxIco lato de 
sod1 o. 
S 
2 .0 m g / m l 
• 0 . 5 m g / m l 
V 0 . 1 2 5 m g / m l 
• CONTROL 
4 6 
TIEMPO (hr) 
8 10 
Fig.13, Curva ri fr» 
cu i t i Vd(la 
cr ce i m i en \ o Je <:. />er ti intens cepa NCTC 1 0 2 4 U 
i:n medio [ict Luirlo con qu^nodesox i m 1-it.o d«* sodio. 
O 5.0 m g / m l 
O 2 .0 m g / m l 
V 0 . 1 2 5 m g / m l 
• CONTROL 
i i 
2 A- 6 S 10 
TIEMPO (hr) 
crecimiento cíe c. per tr Inqens cepa N C T C 1 U 2 4 0 
en medio Definido con q 1 icoqu^nodes ox i co 1 a t. o df 
4 6 
TIEMPO (hr) 
curvai ce cr<*c irniente de c. per tr inqens cepa NCTC 10^40 
culti vada ^n medio Uetinido con colato de sr.dio. 
0.5 
4 6 
TIEMPO (hr) 
,t6. c VA «LE CR'.-CI NI LENTO EIE E. pertrinacns C ^ P I N C T C LU/4U 
ru 11 i vada en medio Definido cor. taurocolato de sodio. 
0.8 T 
0 2 4 6 8 10 12 
TIEMPO (hr) 
Fig. 17. Curva de c r e c i m i e n t o de Cloa t r id ium p e r f r i n g e n s 
cepa ATCC 3624- cu l t ivada en medio de f in ido con co la to de 
sodio 
T! EM PO (hr) 
Fig. 18. Curva de c r e c i m i e n t o d e Clos t r id ium p e r f r i n g e n s 
c e p a ATCC 3624 cu l t ivada e n med io def in ido c o n tauroco— 
la to de sodio 
Í » 
•o 
5.0 m g / m l 
• 2.0 m g / m l 
V 0.125 m g / n a 
• CONTROL 
4 6 8 
TIEMPO (hr) 
10 12 
Fig. 19. Curva d e c r e c i m i e n t o de Clos t r id ium p e r f r i n g e n s 
c e p a ATCC 3624 cu l t ivada en m e d i o def in ido c o n glicoque— 
nodeaox ico í a lo d e sodio 
TIEMPO (hr) 
Fig. 20. Curva d e c r e c i m i e n t o de Colstridium. p e r f r i n g e n s 
cepa ATCC 3624 cultivada, e n med io def in ido e n " queno— 
desox lco la to de sodio 
* 
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O MEZCLA DE 
SALES 
• CONTROL 
4 6 
TIEMPO (hr) 
10 
Fig. 21 . Curva de c r e c i m i e n t o de Clos t r id ium p e r f r i n g e n s 
c e p a ATCC 3624 cu l t i vada en medio def in ido con la 
mezc l a d e sa les b i l i a res . 
EFECTO DE LAS SALES BILIARES SOBRE LA ESPOKÜLACION. 
Los resultados obtenidos en este Dunto fueron sometidos a un 
análisis estadístico, mediante la comDaración mültiple de medias 
(Prueba de Tukey) v la "t" de student. 
Las cepas NCTC 8239 (H-3) v NCTC 8b7b9 (H-fa) no esDoruiaron en 
el medio D normal, por lo aue se pudo observar un efecto 
estimulatorio muy claro de la esporuiación cuando se adicionaron 
las sales biliares al medio de cultivo (Tabla 2). Este mismo efecto 
no pudo ser detectado en forma tan convincente en las otras cepas 
(NCTC 10240 y ATCC 3b24), ya que sus controles produjeron altos 
niveles de esporas. 
Cuando se utilizó el colato de sodio se obtuvo un efecto 
estimuíatorio directamente Droporcionai con su concentración en 
todas las ceDas utilizadas. Un efecto contrario fué obtenido al 
utilizar las otras sales biliares. 
En alqunos cultivos no fué posible detectar la presencia de 
esporas termorresistentes. Sin embarqo, cuando esos fueron 
observados con ayuda de un microscopio de contraste de fases, se 
pudo detectar la Dresencia de esporas defectuosas, oor lo que en 
estos casos se realizó un conteo de células y se determinó el 
porciento de esporulación. 
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KKfcCTQ DE LAS SALES BILIARES EN LA PRODUCCION UE EN TKWOTOX i NA. 
La determinación de enterotoxina se realizó medíante la 
metodolooia descrita anteriormente, usando la técnica de 
contrainmunoelectroforesis, la cual tuvo una sensibilidad de 3 
Uq/ml. Los datos obtenidos fueron sometidos al análisis estadístico 
de comparación múltiple de medias (prueba de Tufcey), asi como al 
análisis "t" de student. 
En la mayoría de los casos las sales biliares produjeron un 
efecto estimulador en la producción de enterotoxina cuando se 
añadieron a los cultivos de las cepas entT (Tabla 4). 
Al iaual que en el punto anterior, en donde los cepas NCTC 
8239 y NCTC 8t>79 no esporularon en el medio de cultivo, tampoco se 
pudo detectar enterotoxina. Sin embargo, se pudo observar un efecto 
estimulatorio muy claro en la producción de enterotoxina cuando 
fueron tratados con vanas concentraciones de sales biliares. Por 
otro lado, en la cepa NCTC 1U24U, a diferencia de la esoorulación, 
si fué posible observar un notable efecto estimulador de la 
producción de enterotoxina. 
El colato de sodio mostró el roedor efecto estimulador cuando 
se utilizó en la concentración de 2.0 mq/mi. Como en el caso de la 
formación de esporas, las otras sales biliares indujeron la 
producción de mayores cantidades de enterotoxina cuando se 
utilizaron las concentraciones más baias. 
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No se detectó enterotoxina cuando ia cepa ATCC 3b24 (ent~) fué 
cultivada en presencia de bilis ó de sales biliares. 
La relación entre esporuiacion v producción de enterotoxina 
previamente reportada (34. 12) pudo ser observada en este trabaio 
(Tabla b), va aue cuando se detectaron bajos niveles de 
enterotoxina, se obtuvieron bajos niveles de esporas, v viceversa. 
En algunos casos pudimos detectar enterotoxina, sin embarqo no 
se demostró la presencia de esporas termorresistentes. Cuando estos 
cultivos tueron observados con avuda de un microscopio de contraste 
de fases pudimos observar esporas defectuosas, oor lo aue en estos 
casos se determinó el porciento de esporuiación en ios cultivos. 
En el caso de la ceoa NCTC 82 3y (H-3) tratada con 
glicoguenodesoxicolato de sodio a una concentración de b.U mq/mi, 
se detectaron bajos niveles de enterotoxina, sin embarqo no se 
detectaron esporas termoresistentes, y el porciento de esporuiación 
no pudo ser determinado debido a ia oresencia de inclusiones 
intraceluiares en ia bacteria aue imDedian determinar la formación 
de los estadios iniciales de la esoorulación. 
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En el proceso de pur i £icación de enterotoxina, se obtuvieron 
dos grupos de fracciones durante la cromatoqrafla en columna, en 
donde solo el seaundo mostró identidad ínmunolóqica con ia 
enterotoxina. se ha descrito (27) que el Drimer qrupo de 
fracciones, que mostró una absorbancia máxima a 2bu nm, está 
compuesto principalmente por ácidos nucléicos. 
Al realizar la electrotoresis en qel de poliacrilamida de la 
enterotoxina obtenida, sólo tué posible detectar una sola banda, lo 
aue nos inaicó que la enterotoxina se encontraba en un buen estado 
de pureza. Otros autores (bU) han utilizado técnicas mas sensibles 
para la detección de proteínas separadas por qel de ooliacrilamida 
como el oro coloidal, en donde solo se ha mostrado la presencia de 
una banda de protelna que corresponde a la enterotoxina. 
La técnica de contrammunoelectrotoresís presentó una 
sensioilidad satisfactoria para los Drooositos de este trabaio. La 
observación de las bandas se hizo mas ciara ai teñir la placa con 
ácido tánico, tai como lo reportaron NaiK v üuncan (4/). 
El análisis de esterilidad de la muestra biliar resultó muy 
importante, ya que de ¿v muestras obtenidas, iu de ellas se 
encontraban contaminadas. Cabe señalar que todas las muestras 
provinieron de personas que no tallecieron por problemas biliares 
ó hepáticos. 
Duante la detección de las sales biliares en la bilis, por 
cromatoqrafia en capa tina, se utilizó una tase móvil diferente a 
la reportada por ¿>'lotch y colaboradores (20) . Sin embarao, fué 
posible obtener una buena separación de todas las sales, lo cual se 
mostró por sus Kf's. Al analizar el Datrón de manchas mostrado por 
el taurocolato de sodio pudimos detectar la presencia de aos 
manchas» una de ellas, ia menor, correspondía al Rf del coiato de 
sodio. Esto puede explicarse ya que el taurocolato comercial 
contiene de un 2-5% de colato de sodio, el cual no se conluqó con 
taurina durante el proceso industrial. 
Ai analizar ia bilis se obtuvieron manchas semejantes a 
nuestros estándares, lo que nos indicaba la presencia de dichas 
sales en la muestra del riuqo biliar. 
Bs difícil saber ia concentración real de las sales biliares 
en el intestino aelqado, ya que varia de acuerdo ai contenido de 
qrasa ingerido en el alimento, a la velocidad del paso del alimento 
por el duodeno y a tactores dilucionaies (29). En este trabado se 
usaron tres concentraciones las cuales se pueden encontrar en un 
momento oado en el intestino deiqado. 
Los resultados demostraron un efecto inhibitorio qenerai de 
las sales y la bilis sobre el crecimiento de este microorqanismo. 
Se pudieron detectar diversos qrados de inhibición del 
crecimiento debido a las diferentes sales biliares, cuando la 
mezcla de las sales fué añadida al cultivo, solo la ceoa ent~ Dudo 
crecer. Hasta el momento no existe información en la literatura 
sobre los factores que determinan la capacidad de crecimiento de 
este microorqanismo en presencia de sales biliares, Dor lo que se 
requiere de un estudio a rondo sobre este aspecto, utilizando ceoas 
productoras v no productoras de enterotoxina. 
Cuando ia bilis fué añadida a ios cultivos se obtuvo una 
inhibición total del crecimiento tanto en las cepas entT como en la 
ent". Kste efecto pudiera ser debido también a otros factores 
presentes en el iuqo biliar además de las sales biliares. Kiotch v 
colaboradores (¿ú) encontraron un efecto ínhibitor10 sobre el 
crecimiento cuando bilis tué adicionada a ios cultivos. Sin 
embarqo, en aquel estudio, la mínima concentración que produjo un 
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de oertrinaens fué 1:20. 
En este traba}o no pudirnos detectar crecimiento cuando 
fueron aqreqadas diluciones hasta 1:320. Estas discrepancias 
pudieron deberse al hecho que el qruoo de Flotch obtuvo la bilis de 
pacientes con drenaje en T, que hablan sufrido coiecistotomia ó 
coledocolitotomía, ya que se ha reportado (18) que ciertas 
enfermedades biliares ó hepáticas pueden moditicar la cantidad v 
proporción de sales biliares en el juqo biliar, mientras que la 
bilis utilizada en nuestro trabajo procedía de oersonas aue 
fallecieron sin ninguna enfermedad biliar ó hepática reportada. 
£1 análisis estadístico que se realizó de las cuentas de 
esporas termorresistentes obtenidas al tratar ios cultivos con 
diferentes concentraciones de sales biliares, demostró, con un y9% 
de confiabiiioad, una diterencia siqniíícativa entre ios controles 
v ios tratamientos con proouctos binares, por lo que Dodemos decir 
que hubo un efecto estímulatorio real sobre la esDoruiación de la 
bacteria cuando se adicionaron a los cultivos ciertas sales 
biliares. De la misma manera se demostró una diferencia 
significativa en cuanto a la producción de enterotoxina de los 
controles y los tratammetos con sales biliares. 
¿¡n este trabajo el coiato de sodio mostro un erecto 
estimulatorio de la esporuiación en todas las ceoas analizadas. 
Anteriormente, Ushijima (69) recortó que esta sai era capaz de 
producir un efecto estimulatorio de la esDorulación, el cual fué 
cepa dependiente. Hickey y Johnson {¿¿) no pudieron detectar ninqún 
efecto de esta sai sobre la esporuiación ae la única ceoa que ellos 
uti 1 izaron. Lfshijima también reportó que el taurocolato de sodio 
qeneraimente estimulaba la esporuiación cuando era adicionado a los 
cultivos a altas concentraciones 14 mq/mi, 67). fcin nuestro trabaio, 
pudimos detectar poco ó ninqun efecto estimulatorio ce la 
esporuiación a concentraciones similares a las reportadas, sin 
embargo, a bajas concentraciones se obtuvo un efecto estimulatorio 
muy claro. Estas discrepancias oudieron deberse a diferencias en 
cepas y medios de cultivo utilizados. 
cuando las sales biliares provocaron un estimulo en xa 
esporulación. también se observó un aumento en la oroducción de 
enterotoxina v viceversa, Esto aoova la suaerencia de aue la 
enterotoxma es codificada por uno de los aenes de la esporulación 
(12, 18, 34). 
Se ha demostrado aue ciertos comouestos como cafeína, 
teobromina, papaverina v metilxantinas (4U, 5b, 57) pueden inducir 
el proceso de esoorulación. Se ha visto aue estos comDueston tienen 
la capacidad de remplazar o reducir ios reauenmientos de hierro 
durante ei proceso de esooruiacion o de inhibir la síntesis 
macromoxecuiar I orinci pálmente nucieotidos ). En este trabaIO se 
encontró aue las sales biliares son inductores electivos del 
proceso de esporulación y producción de enterotoxma, sin embarao 
el proceso por el que se lleva a cabo la inducción no se conoce. 
Para esclarecer el mecanismo bioquímico de inducción, se reauiere 
realizar estudios apropiados sobre el tema. 
En alqunos cultivos se pudo detectar enterotoxma, pero no se 
produjeron esporas termorresistentes, sin embarqo, cuando estos 
fueron observados con un microscopio de contraste de tases, se 
demostró la presencia de esporas defectuosas. La presencia de 
enterotoxina en tales células no sorprende, ya aue se ha reportado 
que la producción de enterotoxma se inicia en los primeros 
estadios del proceso de esporulación, estadio iil C 3o > . Esto 
indica, que aiqunas sales biliares son capaces de inducir el 
proceso de esporulación, pero impiden el desarrollo de esporas 
maduras en ciertas ceoas, 
En el caso de la cepa NCTC 82J3 , cuando se trató con 5 mq/mi 
de qlicoquenodesoxicolato de sodio, no se demostró la formación de 
esp.ras, aunque si bajas cantidades de enterotoxina en los 
extractos celulares. Esto probablemente pudo deberse a un muy bajo 
porcentaje (< 1%) de células con esporas retráctiles o a la 
presencia de células que hubieran iniciado los primeros estadios de 
la esporulación, pero que no pudieron ser detectados mediante la 
observación al microscopio de contraste de fases debido a que estas 
células presentaron la formación de inclusiones intracelulares, aue 
pudieron haber enmascarado los estadios tempranos del proceso de 
esporulación. 
Las sales biliares fueron estimuladores efectivos de la 
producción de enterotoxina cuando fueron aqreqadas a ciertas 
concentrac iones. Esto pud i era ser útil Dará los procesos de 
producción y purificación de enterotoxina en el laboratorio. 
Para determinar si una cepa aislada de un proceso diarreico es 
o no productora de enterotoxina, qeneralmente se crece en un medio 
de cultivo y posteriormente se determina la producción de 
enterotoxina. Sin embarqo, se ha visto que alqunas cepas producen 
cantidades muy bajas de enterotoxina cuando se cultivan en medios 
usuales, por lo que qeneralmente no se detecta enterotoxina en 
tales cepas. En esos casos resultarla de aran utilidad la adición 
de sales biliares en los cultivos, a fin de inducir una 
estimulación de la pruducción de enterotoxina, aue se pudiera 
detectar mediante las técnicas usuales. 
Desde hace tiempo se ha utilizado como tratamiento de la 
colelitiasís (cálculos biliares, aeñeraimente compuestos por 
colesteroi), la administración oral de altas cantidades de sales 
biliares, entre ellas el qiicoquenodesoxicoLato de sodio (14). En 
este trabajo, cuando se adicionaron altas concentraciones de esta 
sal a los cultivos. se obtuvo un efecto inhibitorio sobre el 
crecimiento, la esporuiación v la producción de enterotoxina. Esto 
pudiera ser de importancia en la prevención de las intoxicaciones 
alimentarias producidas por C. pertrinqens en estos pacientes, sin 
embarqo para poder lleqar a afirmar lo anterior, se necesitarían 
estudios a fondo sobre este tema. 
De acuerdo con los resultados obtenidos, la nipotesis de este 
trabajo se aceptó parcialmente. es decir aue las cuatro sales 
biliares humanas (coiato, taurocoiato, qlicoouenodesoxicolato y 
quenodesoxicolato de sodio) son capaces de estimular la 
esporuiación y la producción de enterotoxina, pero inhiben el 
crecimiento de c. pertrinqens. 
Con todo lo anterior concluimos que: 
a) Las cuatro principales sales biliares numanas son capaces 
de producir inhibición aei crecimiento de las cepas de C. 
pertringerís estudiadas . 
b) La mezcla de colato, taurocolato, auenodesoxícoiato y 
qlicoquenodesoxicolato de sodio a concentraciones de 
0. b:ü.b:0.5:2 .0 mq/ml respectivamente, tiene la habilidad de 
inhibir completamente el crecimiento de las ceoas enterotoxiqémcas 
estudiadas. 
c) El i uqo biliar humano en dnucxon i: 2U a 1:32U inhibe 
completamente el crecimiento oe las cepdS anal izadas. 
d) Las sales biliares humanas a determinadas 
concentrae iones, son capaces de producir una estimulación del 
proceso de esoorulación. 
e) La producción de enterotoxina puede ser estimulada por 
ciertas concentraciones de sales biliares. 
t) El colato de sodio presentó un etecto inductor de la 
esporulación y la produceíón de enterotoxina, directamente 
proporcional a &u concentración, en tanto que las otras sales 
mostraron un etecto inverso. 
Ü, tá i_j JM Ü: ísj . 
Las sales biliares son sustancias que continuamente se están 
secretando en el intestino deiaaao, luqar aonde Clostridíum 
peztr inqens lleqa junto con el ai imentó contaminado e inicia el 
proceso de esporulación y producción de enterotoxina, Dudiendo 
oriainar una toxi-inteccion al mientaría. 
En este trabajo tue estudiado el etecto del iuao v las 
principales sales binares desear aqadas en el duodeno humano 
{colato, taurocoiato, quenodesoxicolato v qiicoquenodesoxicolato de 
sodio), sobre el crecimiento, ía esporulación v la oroducción de 
enterotoxina de C. pertrinqens. 
Cada sal biliar lúe capáz de inhibir el crecimiento bacteriano 
a dilerente qrado. Una mezcla de sales biliares tuvo la capacidad 
de inhibir completamente el crecimiento de las cep a¿= 
enterotoxiqénicas, pero no de la ceoa no enterotoxiqénica usada. El 
juqo biliar humano diluido hasta i: J2U inhibió completamente el 
crecimento de todas las cepas. 
Se observo un erecto estímulaturi o de las sales biliares sopre 
la esporulación de todas las cepas. Las sales también lueron 
capaces de incrementar la producción de enterotoxina en las ceuas 
enterotoxiaénicas estudiadas. No se ooservó ninqun etecto 
estimuiatono de la producción oe enterotoxina cuando se examinó ía 
cepa no enterotoxiqenica. 
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